Effect of 17-AAG, a Hsp90 inhibitor, on the expression of ILK in RPE cells under hypoxic condition by Ye-Qing Wang et al.
·实验研究·
缺氧条件下 Hsp90 抑制剂 17-AAG 对 RPE 细胞整联蛋
白连接激酶表达的影响
王业青,王摇 健,吕摇 勇,董摇 丽,穆摇 华,曹文萍
基金项目::黑龙江省教育厅科学技术研究项目(No. 12531389)
作者单位:(150001)中国黑龙江省哈尔滨市,哈尔滨医科大学附
属第一医院眼科
作者简介:王业青,女,博士,主治医师,研究方向:眼底病。
通讯作者:王业青. 1983. lv@163. com
收稿日期: 2013-12-28 摇 摇 修回日期: 2014-04-14
Effect of 17 -AAG, a Hsp90 inhibitor, on
the expression of ILK in RPE cells under
hypoxic condition
Ye- Qing Wang, Jian Wang, Yong L俟, Li Dong,
Hua Mu, Wen-Ping Cao
Foundation item:Heilongjiang Provincial Department of Education
Science and Technology Research (No. 12531389)
Department of Ophthalmology, the 1
st Affiliated Hospital, Harbin
150001, Heilongjiang Province, China
Correspondence to:Ye-Qing Wang. Department of Ophthalmology,
the 1
st Affiliated Hospital, Harbin 150001, Heilongjiang Province,
China. 1983. lv@163. com
Received:2013-12-28摇 摇 Accepted:2014-04-14
Abstract
誗AIM: To investigate the effect of 17 - allylamio - 17 -
demethoxygeldanamycin ( 17 - AAG ), an heat shock
protein 90(Hsp90) inhibitor, on the expression of integrin-
linked kinase (ILK) induced by hypoxia in retinal pigment
epithelium (RPE) cells.
誗 METHODS: RPE cells were cultured with 200滋mol/ L
cobalt chloride (CoCl2) for 12 hours to imitate chemical
hypoxia. Pretreatment of 17 - AAG was 1 hour prior to
hypoxic insult. Experiment was divided into hypoxic
control group, Dimethyl sulfoxide (DMSO) control group
and 17-AAG pretreatment group (0. 01, 0. 10, 0. 50, 1. 00,
5. 00 and 10. 00滋mol/ L). RT - PCR and Western blot
analysis were used to examine the expression of ILK in
cultured RPE cells.
誗RESULTS: The density ratios of ILK mRNA and 茁-actin
mRNA of hypoxic control group, DMSO control group and
17-AAG pretreatment groups were 1. 32依0. 04,1. 29依0. 03,
0.93依0.06,0.70依0.05,0.53依0.03,0.44依0.04,0.32依0.04,0.30依0.03;
and the density ratios of ILK protein and 茁-actin protein
were 2.16依0.04, 2.13依0. 04, 1. 65依0. 04, 1. 13依0. 05, 0. 74依
0. 03, 0. 41 依 0. 06, 0. 35 依 0. 04, 0. 35 依 0. 03. The ILK
expression in 17 - AAG pretreated groups were inhibited
compared to hypoxic control group (P < 0. 05), and the
decrease was in concentration-dependent manner.
誗CONCLUSION: Hsp90 inhibitor 17-AAG was effective to
inhibit the expression of ILK induced by hypoxia in RPE
cells.
誗 KEYWORDS: integrin - linked kinase; retinal pigment
epithelium cells; hypoxia; heat shock protein 90; 17 -
allylamio-17-demethoxygeldanamycin
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摘要
目的:研究热休克蛋白(heat shock protein 90,Hsp90)抑制
剂 17-AAG 对缺氧诱导的视网膜色素上皮(retinal pigment
epithelial,RPE)细胞整联蛋白连接激酶(integrin - linked
kinase,ILK)表达的影响。
方法:利用200滋mol/ L 氯化钴(cobalt chloride, CoCl2)建立
体外 RPE 细胞的化学缺氧模型。 不同浓度的 Hsp90 抑制
剂17-AAG 预处理 RPE 细胞1h 后给予12h 缺氧处理。 实
验分为缺氧对照组、二甲基亚砜(DMSO)对照组和 17-AAG
预处理组。 其中 17-AAG 预处理组根据浓度不同又分为
6 组:0.01,0.10,0.50,1.00,5.00,10.00滋mol/ L。 应用 RT-PCR
和 Western blot 方法检测 ILK 表达变化情况。
结果:缺氧对照组、DMSO 对照组和17-AAG 预处理组 ILK
mRNA 与内参 茁-actin mRNA 光密度比值分别为 1. 32依
0郾 04,1. 29依0. 03,0. 93依0. 06,0. 70依0. 05,0. 53依0. 03,
0郾 44依0.04,0.32依0.04,0.30依0.03;ILK 蛋白与内参 茁-actin
蛋白光密度比值分别为 2. 16依0. 04,2. 13依0. 04,1. 65依
0郾 04,1.13依0. 05,0. 74依0. 03,0. 41依0. 06,0. 35依0. 04,
0郾 35依0. 03。 与缺氧对照组比较,17-AAG 预处理组 ILK
mRNA 和蛋白的表达明显降低(P<0.05),呈浓度依赖性。
结论:Hsp90 抑制剂17-AAG 能够降低缺氧条件下 RPE 细
胞 ILK 的表达。
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0 引言
摇 摇 脉络膜视网膜新生血管性疾病,如年龄相关性黄斑变
性、糖尿病视网膜病变等严重影响患者视力,所以如何防
治新生血管形成就成为亟待解决的问题。 研究证实许多
细胞因子、蛋白激酶参与新生血管的形成,如血管内皮细
胞生长因子(vascular endothelial growth factor,VEGF)
[1]、
整联蛋白连接激酶(integrin-linked kinase, ILK)等
[2],如
何抑制其表达就成为控制新生血管形成的关键。 视网膜
色素上皮(retinal pigment epithelium,RPE)细胞是一单层
矮柱状上皮细胞,位于视网膜神经感觉层与脉络膜之间,
是视网膜重要的营养、维护、代谢组织,具有多种功能
[3]。
当 RPE 细胞遭受缺氧、高糖及氧化应激等刺激时能够分
泌大量的细胞生长因子,如基质细胞衍生因子(stromal
derived factor-1,SDF-1),VEGF 等,参与多种视网膜疾病
的发生发展。 本课题应用 RT-PCR 和 Western blot 方法研
究 Hsp90 抑 制 剂 17 - AAG ( 17 - allylamio - 17 -
desmethoxygegeldanamyein)对缺氧条件下 RPE 细胞 ILK 表
达的影响。
1 材料和方法
1.1 材料摇 4 周龄健康 C57BL/6 小鼠(吉林大学动物实验
中心提供),雌雄不限,体质量 10 ~ 20g,标准化饲养房适
应性饲养 1wk 后进入实验室。 DMEM/ F12 培养基购于美
国 Gibico 公司;胎牛血清(FBS)购于杭州四季青公司;ILK
山羊多克隆抗体购自美国 Santa 公司;总 RNA 提取试剂盒
购于美国 Invitrogen 公司;逆转录试剂盒购于日本 Takara
公司;17-AAG 购于美国 InvivoGen 公司。
1.2 方法
1.2.1 RPE 细胞培养与鉴定摇 方法同参考文献[4]。
1.2.2 实验分组摇 取第 3 代细胞用于实验,利用氯化钴
(cobalt chloride, CoCl2)造成 RPE 细胞化学缺氧模型
[5],
以 5伊10
7个/ L 的密度将 RPE 细胞接种于培养瓶中,当细
胞达到 80% 融合时弃上清,血清饥饿 24h 后,加入含
200滋mol/ LCoCl2的培养液培养 12h。 实验分为缺氧对照
组、二甲基亚砜(DMSO)对照组和 17-AAG 预处理组。 其
中 17-AAG 预处理组根据浓度不同又分为 6 组:0. 01,
0郾 10,0.50,1. 00,5. 00,10. 00滋mol/ L。 缺氧对照组加入含
200滋mol/ L CoCl2的培养液培养 12h;DMSO 对照组和
17-AAG 预处 理组 在 建 立 缺 氧 模 型 前 1h 分 别 加 入
0郾 1g/ LDMSO 或不同浓度的 17-AAG,其他处理与缺氧
对照组相同。 分别收集各组细胞用于 RT-PCR 和 Western
blot,每个实验重复 3 次。
1.2.3 RT-PCR 检测目的基因表达摇 收集各组细胞,分
别提取总 RNA,RNA 样品经逆转录反应合成 cDNA。 ILK
引物序列:正义链:5蒺-GAAAATGGGCCAGAATCTCA-3蒺,反
义链 5蒺-ATACCTGGTGGGACGGTAGG-3蒺,扩增片段长度
为 792bp;内参 茁-actin 引物序列:正义链:5蒺-AGCCATG
TACGTAGCCATCC-3蒺;反义链:5蒺-ACTTTGGGGGATGTTT
GCTC-3蒺,扩增片段长度为 984bp。 25滋L 反应体系。 ILK
的 PCR 条 件 为 94益 3min,94益 30s,50益 1min,72益
1min,25 个循环后 72益 延伸 5min。 茁-actin 的 PCR 条件
为 95益 5min,94益 1min,55益 1min,74益 1min,25 个循环
图 1摇 C57BL/6 小鼠原代 RPE 细胞。
后74益延伸10min。 循环结束后产物经1. 5%琼脂糖凝胶
电泳,紫外透射灯下观察结果。 用凝胶图像扫描分析系统
扫描凝胶得到目的基因与内参 茁-actin 的电泳条带光密
度,通过目的基因/ 茁 -actin 的光密度比值做相对定量
分析。
1.2.4 Western blot 分析摇 收集各组细胞,加入组织蛋白
抽提液,匀浆 10min,置于冰上 30min。 10000g,4益 离心
5min,收集上清,考马斯亮蓝染色法测定蛋白质含量。 每
个样品取 30滋L 蛋白进行 10% SDS-PAGE 电泳,转膜,封
闭后分别加入 1颐1000 稀释的 ILK 多克隆抗体,室温下孵
育 1h,洗膜后加入 1颐1000 稀释的结合辣根过氧化物酶的
二抗(Santa),室温下孵育 1h,洗膜后,应用 ECL 显色剂显
影,洗片,胶片经透射扫描仪扫描后获得图像。 通过目的
基因蛋白与内参条带的光密度比值,作为目的蛋白的相对
含量分析。
摇 摇 统计学分析:所有数据均采用 SPSS 11. 0 软件进行统
计分析。 数据以 軃 x依s 表示,方差齐性检验后对数据均数
采用单因素方差分析,以 P<0.05 为差异有统计学意义。
2 结果
2.1 细胞培养及鉴定摇 倒置相差显微镜下观察,细胞呈不
规则多边形,可见清晰透明的细胞核,胞核呈圆形或椭圆
形,胞质内布满黑色素颗粒,绕细胞核分布(图 1)。 大约
2wk 后细胞融合、传代。 免疫细胞化学染色显示 RPE 细
胞角蛋白(CK18)阳性率为 90% 以上,结合取材部位细胞
形态及细胞中的黑色素颗粒,可鉴定为 RPE 细胞
[4]。
2.2 RT-PCR 结果摇 DMSO 对照组 ILK mRNA 表达水平
与缺氧对照组相 ILK mRNA 表达水平相比较无明显变化;
不同浓度 17-AAG 预处理组 ILK mRNA 表达水平较缺氧
对照组 ILK mRNA 表达水平明显降低(F = 333. 273,P<
0郾 05),并且随着 17-AAG 浓度的增高,ILK mRNA 表达下
降越明显,当 17-AAG 浓度达到 5. 0滋mol/ L 后,ILK mRNA
表达无明显变化(表 1,图 2)。
2.3 Western blot 结果摇 ILK 蛋白表达趋势与 mRNA 表达
趋势相似,DMSO 对照组 ILK 蛋白表达水平与缺氧对照组
ILK 蛋白表达水平相比较无明显差异;不同浓度 17-AAG
预处理组 ILK 蛋白表达水平与缺氧对照组 ILK 蛋白表达
水平明显降低(F=1136.479,P<0. 05),并且随着 17-AAG
浓度的增高,ILK 蛋白表达下降越明显,当 17-AAG 浓度
达到 5. 0滋mol/ L 后,5. 0滋mol/ L 组和 10. 0滋mol/ L 组 ILK
蛋白表达水平无明显区别(表 1,图 3)。
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表达的影响摇 M:Marker;1:缺氧对照组;2:DMSO 对照组;3:
0郾01滋mol/ L17-AAG 组;4:0. 10滋mol/ L 17-AAG 组;5:0郾50滋mol/ L
17-AAG 组;6:1. 0滋mol/ L17-AAG 组;7:5. 0滋mol/ L17-AAG 组;
8:10滋mol/ L17-AAG 组。
图 3摇 不同浓度 17-AAG 对缺氧条件下 RPE 细胞 ILK 蛋白表
达的影响摇 1:缺氧对照组;2:DMSO 对照组;3:0. 01滋mol/ L
17-AAG 组;4:0. 10滋mol/ L 17-AAG 组;5:0. 50滋mol/ L 17-AAG
组;6:1. 0滋mol/ L 17 - AAG 组;7:5. 0滋mol/ L 17 - AAG 组;8:
10滋mol/ L 17-AAG 组。
表 1摇 不同浓度 Hsp90 抑制剂对缺氧诱导的 RPE 细胞 ILK 表
达的影响 軃 x依s
组别 ILK mRNA ILK 蛋白
缺氧对照组 1. 32依0. 04 2. 16依0. 04
DMSO 对照组 1. 29依0. 03 2. 13依0. 04
17-AAG 预处理摇 0. 01滋mol/ L 组 0. 93依0. 06
a 1. 65依0. 04
a
摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 0. 10滋mol/ L 组 0. 70依0. 05
a 1. 13依0. 05
a
摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 0. 50滋mol/ L 组 0. 53依0. 03
a 0. 74依0. 03
a
摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 1. 0滋mol/ L 组 0. 44依0. 04
a 0. 41依0. 06
a
摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 5. 0滋mol/ L 组 0. 32依0. 04
a 0. 35依0. 04
a
摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 10. 0滋mol/ L 组 0. 30依0. 03
a 0. 35依0. 03
a
aP<0. 05 vs 缺氧对照组。
3 讨论
摇 摇 缺氧是许多眼部疾病的共同病理过程,如糖尿病视网
膜病变、老年性黄斑变性以及早产儿视网膜病变等,这些
疾病对人类视力造成严重损害甚至失明。 RPE 细胞具有
多种生物功能:转运储存视黄醛;吞噬降解光感受器外节
段;清除自由基;合成多种细胞因子;构成血-视网膜屏障
等。 许多研究证实 RPE 细胞在缺氧条件下分泌多种细胞
因子和趋化因子,在眼底新生血管性疾病的发生发展过程
中发挥重要的作用
[6,7]。
摇 摇 整联蛋白连接激酶(integrin-linked kinase,ILK)是由
Hannigan 等于 1996 年确定并克隆出来的一种丝氨酸/ 苏
氨酸(Ser/ Thr)蛋白激酶,是一种具有多种生物学活性的
信号通路中的整合素受体的细胞质效应分子,参与了生物
体内多种信号通路,包括整联蛋白、生长因子和 Wnt 信号
传导通路,在细胞外基质(extracellular matrix,ECM)介导
的信号传导中发挥着关键作用。
摇 摇 近年来,研究发现 ILK 在新生血管的形成中发挥重要
作用。 ILK 能够影响视网膜血管内皮细胞增殖、迁移以及
管腔形成,并能够通过调节 VEGF 的表达而影响新生血管
的形成
[8]。 此外,有研究表明 ILK 能够通过 NF-资B/ IL-6
信号通路调节血管内皮细胞管腔形成
[9]。 随着对 ILK 研
究的逐渐深入,发现 ILK 也参与多种视网膜疾病的发生和
发展。 Li 等
[10]通过对 STZ 诱导的糖尿病鼠动物模型的研
究发现视网膜表达高水平的 ILK,高糖能诱导 RPE 细胞中
ILK 的表达,且 ILK siRNA 抑制 RPE 细胞中 ILK 表达后,
VEGF 表达明显降低
[11],说明 ILK 能够通过调节 VEGF 的
表达而影响视网膜脉络膜新生血管的形成。 越来越多的
研究表明 ILK 已经成为抑制新生血管形成的新靶点,所以
如何抑制 ILK 的表达就成为我们的研究目标。
摇 摇 Hsp90 是一种广泛表达的分子伴侣
[12],参与蛋白质
的折叠、运输等过程,与 ATP 结合后能够调节许多信号分
子的稳定性和活性,如蛋白激酶和转录因子等,Hsp90 还
可以通过影响一些细胞信号通路而抑制细胞凋亡。 17-AAG
(17-丙烯胺基-17-去甲氧基格尔德霉素)是一种 Hsp90
抑制剂,研究表明 17-AAG 通过抑制血管形成而达到抗肿
瘤的作用,并且毒性较小,最近已经进入临床芋期试验。
目前已有研究证实 17-AAG 能够抑制 RPE 细胞中 VEGF
和 Akt 的表达
[13,14],提示其对眼底新生血管性疾病和增殖
性视网膜病变具有一定的治疗作用。
摇 摇 在我们的前期研究中已经发现 ILK 表达于 RPE 细
胞,并且缺氧能够上调 RPE 细胞中 ILK 的表达
[4],本研究
应用不同浓度 17-AAG 预处理 RPE 细胞后,建立 RPE 细
胞缺氧模型,应用 RT-PCR 和 Western blot 方法观察 RPE
细胞中 ILK 的表达变化情况,结果发现 Hsp90 抑制剂
17-AAG 能够抑制 RPE 细胞中 ILK 的表达,提示我们可以
将 Hsp90 作为调控 ILK 的新靶点,从而对新生血管的形成
进行干预,达到防治新生血管性疾病的目的。 有研究发现
缺氧刺激不仅上调内皮细胞 ILK 表达,而且它能够通过
NF-资B 和 HIF-1 的介导调节 SDF-1 和细胞内黏附分子-1
(intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1)的表达,从而
诱导内皮祖细胞至缺血组织
[15]。 在我们的前期研究工作
中也已经证实 SDF-1 表达于 RPE 细胞,并且 17-AAG 能
够抑制 SDF-1 的表达
[16],所以我们推测 17-AAG 可能通
过抑制 ILK 的表达而影响 SDF-1 参与的新生血管形成,
然而其具体机制仍需进行更深一步的研究。
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